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Resumo

Nas ultimas décadas, com a preocupacao cada vez maior com o meio-ambiente e
a reducdo dos impactos ambientais da industria, busca-se o0 reaproveitamento de
residuos e a extracdo de compostos de alto valor agregado através de novas
alternativas. A torta de noz-peca é um subproduto da industria de Oleo e se caracteriza
por ser uma excelente fonte de compostos fendlicos, substancias com caracteristicas
importantes que pode ser utilizado como conservante natural de alimentos ou auxiliar
na saude como antioxidante natural. O presente trabalho buscou obter as condi¢des
Otimas de temperatura e composi¢cdo do solvente etanol/dgua da extracdo solido-
liquido de compostos fendlicos da torta de noz-peca. Os resultados encontrados
apontam que apenas a composicdo do solvente apresenta significancia nos
parametros linear e quadraticos, a temperatura se torna importante apenas no efeito
linear conjunto com o solvente. O ponto 6timo para extracao de fendlicos obtido foi de

57% de etanol no solvente em uma temperatura de 25 °C a 35°C.
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Abstract

In the last decades, with the increasing preoccupation with the environment and
the reduction of environmental impacts from industry, the reutilization of residue and
the extraction of high value-added compounds through new alternatives is a practice
that is sought in all fronts. Pecan-nut cake is a sub-product of the oil industry and is
characterized by being an excellent source of phenolic compounds, substances with
important characteristics that can be utilized as a natural food preservative or as health
auxiliary as a natural antioxidant. The present work sought to obtain the optimal
conditions of temperature and composition of ethanol/water solvent in the solid-liquid
extraction of phenolic compounds of pecan-nut cake. The results point that only the
solvent composition is significant for the linear and quadratic parameters, the
temperature only becomes important in the joined linear effect with the solvent. The
optimum point of phenolic extraction is 57% ethanol in solvent at 25°C.
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1 Introducao

A noz peca é uma fruta muito apreciada no mundo todo por suas caracteristicas
singulares. Apresenta textura e sabor agradaveis, além de sua praticidade, o que a
qualifica como 6tima opg¢éo para ser consumida como aperitivo ou como tira-gosto.
Além do seu consumo in natura ser altamente difundido ainda € muito usada como
complemento em bolos e doces, e, por ser uma oleaginosa, seu 6leo pode ser utilizado
como opcao gourmet. Seu cultivo esta presente em varias partes do mundo, com
destaque para o sul da América do Norte. No Brasil, o sul do pais se destaca,
abrangendo boa parte da producao nacional. A boa receptibilidade da noz-pecé no
mercado consumidor e sua alta versatilidade a qualificam como um mercado cada vez

mais promissor e lucrativo.

A producédo da torta de noz-pecéd se da através da retirada do Oleo presente na
noz. Caracteriza-se, portanto, como um subproduto da industria de 6leos. Apesar de
ser considerado um residuo na indudstria, em sua composicdo consta uma série de

elementos de alto valor agregado, como proteinas e compostos fendlicos.

Estudo realizado por Sarkis (2013) aponta a existéncia de elevados teores de
compostos fendlicos presente na noz, muito superior se comparado a outras espécies
similares como sementes de gergelim e girassol ou macadamias. Esta caracteristica
qualifica a noz-pecd, e também a sua torta, como uma 6tima fonte de compostos

fendlicos.

Os compostos fendélicos tém um valor importante na vida das pessoas. Presente
em uma série de alimentos, atuam como um conservante natural, prolongando a vida
atil dos alimentos prevenindo a rancidez. Além de conferirem propriedades
importantes aos alimentos, ainda trazem beneficios para quem o consome, diminuindo
0 risco de uma seérie de doencas por se tratarem de antioxidantes naturais. Por
apresentarem uma série de propriedades benéficas ao ser-humano, o isolamento de
compostos fendlicos para utilizacdo em outros alimentos é uma boa alternativa ao uso

de antioxidantes sintéticos.

Enquanto o isolamento dos compostos fendlicos € interessante para ser utilizado
em outras ocasifes por conta dos beneficios de suas propriedades, sua presenca na

torta de noz-pecé néo traz beneficios, uma vez que dificulta a absorcdo das proteinas
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por animais quando a torta é usada como complemento nutricional na composicao de

racao animal.

O objetivo deste trabalho foi determinar as melhores condi¢cdes para a obtencéo
de compostos fendlicos da torta de noz-pecé através do processo de extracdo solido-
liquido e utilizando ferramentas estatisticas. Foram avaliados a influéncia da
temperatura e da composi¢cao do solvente, composto por uma mistura de etanol e
agua. Foi construida uma superficie de resposta para avaliar os resultados e

determinar o ponto étimo.
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2 Revisao Bibliografica

Neste capitulo sera abordado uma revisdo de literatura acerca dos principais
temas importantes deste trabalho. Ele esta dividido em 3 subsecfes quem versam
sobre as caracteristicas da noz-peca, fundamentos sobre os compostos fendlicos e
sobre a extracéo solido-liquido.

2.1 Noz-peca

A nogueira-peca (Carya illinoinensis K.) € uma planta originaria do sul da
América do Norte (Thompson e Grauke, 1991), conhecida por dar origem a noz-peca,
fruto muito apreciado no mundo todo pelo seu sabor, aroma e textura agradaveis. A
noz possui uma versatilidade muito grande, sendo utilizada no preparo de diversos
pratos, onde pode assumir tanto o papel principal como servir de complemento. A noz-
pecé pode ser consumida na forma de farinha ou in natura.

Pertencente a familia Juglandaceae, a nogueira-peca se adapta a regides de
clima frio com chuvas bem distribuidas. No Brasil, as regifes sul e sudeste se
destacam por abrigar a grande maioria das plantacdes desta cultura. Entre os estados,
o Rio Grande do Sul detém o protagonismo no plantio da noz-pecd, sendo a cidade
de Cachoeira do Sul o principal centro de cultivo do fruto. Nestas regides a noz-pecé
é difundida principalmente por agricultores familiares, mas a producéo em larga escala
para fins industriais também obtém espaco (EMATER-RS, 2017).

Assim como outras nozes com caracteristicas oleaginosas, a noz-peca possui
um alto teor energético, em 100 g de sua polpa comestivel encontra-se cerca de
700 kcal. Além disso, é uma importante fonte de minerais, como fésforo, magnésio e
potassio, e vitaminas, principalmente a vitamina A e vitamina E. Ainda, cerca de 15%
de sua composicao é constituida de carboidratos e 10% de fibras. O teor de proteinas
varia em torno de 10% (Venkatachalam e Sathe, 2006).

Por ser constituida majoritariamente por lipidios, a noz-peca se torna uma
excelente fonte de 6leo comercial. A producédo da iguaria tendo como matéria-prima a
noz ainda € pequena se comparado a 6leos fabricados com outras oleaginosas ja
consolidadas no meio, porém, o 6leo de peca surge como um produto de mercado
promissor. O 6leo apresenta sabor diferenciado, podendo ser difundido em categorias

gourmet.
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Além da producdo de dleos, a comercializagdo e o consumo da noz-pecad
industrialmente se da na forma in natura, ou em versoes trituradas e em farelo. O
namero de empresas que a utilizam como matéria-prima em suas operacdes ainda é
baixo se comparado a outras culturas oleaginosas como 0 amendoim ou o girassol.
Entretanto, o interesse no plantio da nogueira-peca vem crescendo ao longo dos anos,
especialmente no sul do Brasil, impulsionado pela alta dos pre¢cos no mercado
internacional de frutos secos e condi¢des climaticas favoraveis (Rovani & Wollmann,
2018). Este crescimento se deve pela conscientizacdo dos beneficios da noz-peca a
saude, recomendada por médicos e nutricionistas, e pelo consumo emergente em
paises como a China (Zhang, Peng et al, 2015).

Dados da EMATER/RS de 2017 apontam que a safra desta cultura no Rio
Grande do Sul foi de aproximadamente 2500 mil hectares, nUmero que ndo atende a
demanda nacional e internacional crescente. Portanto, o plantio de noz-pecéa tem uma

promissora tendéncia de expanséo ao longo dos proximos anos.

2.2 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos, tema de estudo deste trabalho, possuem um anel
aromatico em conjunto com um ou mais grupos hidroxila. A estrutura de suas
moléculas pode apresentar uma simples molécula fendlica ou complexas cadeias
poliméricas de alta massa molar. A variedade dessas moléculas é enorme, apenas
uma categoria, como os flavonoides, pode apresentar cerca de oito mil compostos
fendlicos diferentes. A Figura 1 apresenta a estrutura genérica de um flavondide,

importante classe de compostos fendlicos.

Figura 1: Estrutura genérica de um flavonéide. Fonte: Nishiumi, 2011.
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A principal caracteristica funcional dos compostos fendlicos é sua alta atividade
antioxidante, isto é, estes compostos doam elétrons para radicais livres, impedindo-o
de participar de outras reacdes. O poder oxidativo da molécula depende muito do
arranjo de sua estrutura, principalmente da posicdo em gque os grupos hidroxilas estao
dispostos ao longo da molécula e da natureza das substituicdes no anel aromatico
(Shahidi, Naczk et al, 1992).

A caracteristica antioxidante dos compostos fendlicos faz desta classe de
substancias importantes aliados na prevencdo das mais diversas doencas. Esses
compostos apresentam propriedades fisiolégicas importantes, como efeitos
antialérgicos, antiarterogénicos, antiinflamatdrios, antimicrobianos, antivirais,
antitrombdticos, cardioprotetores e vasodilatadores. O consumo de compostos
fendlicos pode estar relacionado a diminui¢do do risco de doencas, como disfuncdes
do coracdo, diabetes e até mesmo o cancer (Shahidi, Naczk et al, 1992; Balasundram,
Sundram et al, 2005; Nishiumi, 2011).

Além das propriedades fisiol6gicas importantes e indispensaveis ao organismo,
0s compostos fendlicos ainda exercem a acédo de prolongar a vida util dos alimentos,
combatendo o desenvolvimento da rancidez oxidativa, retardando a formacgédo de
compostos oxidativos toxicos e mantendo sua qualidade nutricional (Shahidi, Naczk
et al, 1992).

Existem diversos métodos para controlar a rancidez dos alimentos e prolongar a
sua vida util. A rancidez é causada pela oxidacao lipidica em alimentos que contém
Oleos e gorduras. Devido a preocupac¢fes em relacdo a seguranca dos alimentos e a
limitagdo do uso de antioxidantes sintéticos, o interesse na obtencéo de antioxidantes
naturais comestiveis, especialmente quando provenientes de fontes residuais de
alimentos, vem em crescente expansao (Moure et al, 2001).

Em estudo realizado, Sarkis (2014) concluiu que a noz-peca apresenta teores
de compostos fendlicos totais superior a outras espécies de sementes e nozes
analisadas - como sementes de girassol, linhaca e gergelim - e nozes do tipo
améndoa, avelda e macadamia. A peca chega a apresentar indice de compostos
fendlicos 10 vezes superior a outras culturas analisadas, sendo considerada uma
excelente fonte de compostos fendlicos.

Entre a grande variedade de compostos fendlicos encontrados na noz-peca,
destacam-se a presenca de acido galico, acido elagico, &cido protocatecuico, acido 4-

hidroxibenzoico, proantocianidinas, prodelfinidinas, epicatequina-3-o-galato, além dos
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mais comumente encontrados como flavan-3-ols, catequina e epicatequina (Haminiuk,
Maciel et al, 2012).

2.3 Extracao Sdlido-Liquido

Para que as benéficas propriedades fisiologicas dos compostos fendlicos
possam ser utilizadas de maneira eficiente, € necessario um método de extracao
adequado que ndo danifique sua natureza e estabilidade. A extracdo soélido-liquido
cumpre esse papel, sendo a técnica classica utilizada para separar um ou mais
componentes contidos em uma fase sélida através da utilizacdo de um solvente.

Diversos fatores atuam na extracdo solido-liquido alterando sua eficiéncia.
Podemos obter um meio de extragdo de maior ou menor qualidade variando
caracteristicas como a polaridade do solvente, o tempo de exposi¢cdo da fase sélida
ao solvente, a temperatura, o pH, razdo solvente/soluto e o tamanho das particulas
solidas (Cacace e Mazza, 2003).

Ao encontro de obter as melhores condi¢cbes para a extracdo, a escolha do
solvente mais adequado passa por questdes fisicas inerentes ao solvente em si, como
miscibilidade, densidade, estabilidade e toxicidade, ou econémicas, como custo, facil
obtencdo e manuseio, armazenamento e capacidade de reutilizacdo (Cacace e
Mazza, 2003).

Existem diversos estudos na literatura que avaliam as condi¢des de operacao de
extracBes solido-liquido para a obtencdo de compostos fendlicos. Mohsen e Ammar
(2009), analisando os efeitos da polaridade de diferentes tipos de solvente, concluiram
que o etanol, seguido do metanol e da agua, foram os solventes mais eficientes na
extracdo de compostos fendlicos de farelo de milho, comparado a acetona, hexano,
cloroférmio, butanol, éter de petrdleo e cloreto de magnésio. Matthaus (2002) mostra
gue a quantidade de compostos fendlicos totais extraidos de sementes oleaginosas
aumenta com a polaridade do solvente.

Durante a extracéo a concentracdo de cada composto ligado a fase sélida atinge
o estado de equilibrio com a concentragdo dissolvida no solvente. O equilibrio é
explicitado pela constante de distribuicdo de equilibrio (constante de particdo), funcéo
da concentracéo em equilibrio na fase seca (Equacéo 1), descrita a seguir:

Y (1)
xe
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onde m é a constante de particao, y, € a fracdo massica de um determinado composto
no extrato e x, é a fracdo massica de um determinado composto na parcela seca
(Schwartzberg & Chao, 1982). Quanto maior o valor da constante de particdo, maior
€ a interacdo do composto em questdo com o solvente e, portanto, mais dissolvido ele
sera.

A temperatura € outro fator bastante importante na extracdo. Segundo Cacace
& Massa (2002), o aumento da temperatura favorece a extracao devido ao aumento
da solubilidade dos compostos fendlicos no solvente e, ainda, 0 aumento da taxa de
extracao, reduzindo o tempo do processo. Outros trabalhos também reforcam que o
rendimento da extracdo é favorecido com o aumento da temperatura (Liyana-
Pathirana e Shahidi, 2005; Silva et al, 2011). As conclusdes sdo suportadas pela
Equacédo 2, de Stokes-Einstein, que indica que a difusividade massica entre a fase
sélida e liquida é diretamente proporcional a temperatura da extracao:
r 2)

D x —
n

onde D é a difusividade massica, T é a temperatura de extracdo e n é a viscosidade
dindmica da solucdo. Além da temperatura, a composicdo do solvente utilizado
também € capaz de alterar a difusividade massica do meio, por meio de efeitos na
viscosidade (Haidekker, 2005).

Entretanto, em termos préticos, a linearidade da relacédo entre a temperatura e o
rendimento da extracdo de fendlicos totais ndo é ilimitada. Schwartzberg & Chao
(1982) afirmam que temperaturas altas, de 55 a 75 °C, podem promover a degradacao
dos compostos, reduzindo a obtencdo de compostos fendlicos no extrato. Com isso,

€ necessaria a andlise, para cada composto fendlico de interesse, das condicfes

térmicas ideias para a realizacdo da extracao visando o maximo de aproveitamento.
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3 Metodologia

O seguinte capitulo tem por objetivo descrever os materiais utilizados na
extracdo dos compostos fendlicos da torta de noz-peca e elucidar a metodologia
empregada tanto no planejamento e execucao das extracdes e analises realizadas,
como na obtenc¢éo dos resultados.

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados nas dependéncias
do Laboratoério de Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA) e na Central
Analitica do Departamento de Engenharia Quimica, na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em Porto Alegre.

3.1 Material Utilizado

A torta de noz-pecé utilizada como matéria-prima nos experimentos foi cedida
pela empresa Vital Atman, inddstria de produtos alimenticios situada em Sao José do
Rio Preto, estado de S&o Paulo. A Vital Atman € uma industria de 6leos comestiveis
onde se destaca a producdo de 6leos provenientes de abdbora, girassol, linhaca e
nozes, entre outros. A producao do 6leo acontece por meio da prensagem a frio, sendo
a torta remanescente um subproduto do processo.

Antes de ser utilizada no processo de extracdo, a torta foi desengordurada
utilizando hexano como solvente, com o objetivo de dar a ela caracteristica de po,
podendo ser chamada de farinha de noz-peca. Esse processo preliminar aumenta o
tempo de vida util da matéria prima, uma vez que sdo eliminadas as espécies lipidicas
de sua composicdo, que sdo responsaveis pela oxidacdo do produto. A remocao de

oleo torna mais facil a utilizacdo da torta pois elimina a turbidez dos extratos.

3.2 Anadlise de Estabilidade

Primeiramente, antecedendo o planejamento dos experimentos visando a
otimizagdo da extracdo de compostos fendlicos, foi realizado um estudo para verificar
a estabilidade dos compostos fendlicos no extrato armazenado sob refrigeracao.

Uma extracdo solido-liquido foi realizada, em duplicata, com auxilio de um
agitador magnético Fisatom 753A e um condensador. O experimento foi realizado em
temperatura ambiente e utilizou solvente constituido por 50% etanol e 50% agua por
20 minutos. Apés a extracdo, o extrato foi filtrado a vacuo e armazenado sob

refrigeracao.
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Esta extracao preliminar teve como objetivo gerar um extrato rico em compostos
fendlicos, nos mesmos moldes que seriam realizados no experimento de otimizacao,
afim de realizar as andlises espectrofotométricas para obtencéo do teor de compostos
fendlicos totais do extrato obtido.

As andlises para obtencao do teor de compostos fendlicos totais presentes no
extrato foram realizadas em triplicata logo apds a extracdo ter sido realizada e nos 4
dias seguintes a extracdo. As andlises foram realizadas utilizando o método de Folin-
Ciocaulteu, que sera descrito posteriormente Os resultados foram comparados no
decorrer da semana, diariamente, para identificar se os compostos fendlicos
presentes no extrato continuaram estaveis, demonstrando que o armazenamento sob
refrigeracdo poderia ser utilizado nos extratos sem comprometer a qualidade da
analise, ou se, por algum motivo, ndo mantinham suas caracteristicas,

impossibilitando 0 armazenamento nestas condi¢cdes que foram impostas.

3.3 Planejamento Fatorial dos Experimentos

Para avaliar as melhores condi¢cdes de extracdo dos compostos fendlicos na
torta de noz-pecd foi realizado o planejamento fatorial chamado delineamento
composto central rotacional (DCCR), o planejamento deste trabalho consistiu num
fatorial 22 incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 5 repeticdes do ponto central. O
trabalho totalizou, portanto, 13 ensaios experimentais.

Verificou-se a relevancia de duas variaveis independentes: a temperatura de
extracdo (x1) e a concentragdo do etanol no solvente constituido por etanol e agua
(x2). Foram avaliadas também duas variaveis dependentes, as variaveis de resposta,
o teor de compostos fendlicos totais (y1) e o teor de proteinas (y2) presentes na torta
da noz-peca. As variaveis independentes foram analisadas em 5 niveis que estéo

expostos na Tabela 1.

Tabela 1: indices codificados do planejamento fatorial e respectivos valores
avaliados

indice -1,41 -1 0 1 1,41

Temperatura (x1) 25 34 55 76 85

% EtOH (x2) 0 12 40 69 80
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As variaveis independentes foram escolhidas por serem as duas principais
raz0es que causam alteragbes na qualidade das extragcdes. A avaliagdo da
temperatura otima faz-se necessaria em razao da possibilidade de altas temperaturas
facilitarem a extracdo dos compostos presentes nas matrizes celulares e, por outro
lado, causarem a degradacdo dos compostos de interesse. A avaliagdo da
composicdo 6tima do solvente etanol/agua se da pelo fato de serem dois solventes
com polaridades diferentes, apresentando, portanto, a capacidade de extrair
compostos também de polaridades diferentes. Avalia-se, portanto, a concentracao do
solvente para encontrar o ponto 6timo de polaridade onde ocorre a maior extracéo de
compostos de interesse em determinado caso especifico.

O objetivo do planejamento estatistico apresentado € obter o modelo polinomial
de segunda ordem que represente a variagcdo do teor de composto de interesse
extraido em relacdo as variaveis independentes, modelando os dados experimentais

obtidos.

Vi = Bo+ Bixs + Baxa 4 Baxi+ Baxi + Bsxix, (3)

Na Equacédo 4 apresentada, y; é a variavel de resposta, x; e x, S80 as variaveis
independentes e B, séo os coeficientes de regressdo que devem ser estimados. Os
parametros do modelo e as superficies de resposta foram obtidos usando o software
Statistica, (StatSoft 1984-2011). Uma vez modelada a funcéo, avalia-se os termos que
nao apresentaram significancia, estes sao, portanto, excluidos, gerando um modelo
reduzido, mais simples e pratico, que busca ser fiel aos dados experimentais.

Apoés a funcdo ser obtida, foi calculado o erro médio do modelo através da

equacao 4.

E (%) _ Z |yexpy_ ypredl . 120 (4)
n exp

A equacéo x explicita o erro médio do modelo que foi construido, representado
por E em percentual, y.,, S0 os dados experimentais obtidos em laboratorio, y,q
sdo os dados obtidos através do modelo e n é o nUmero de experimentos realizados.
A analise da fidelidade do modelo obtido também se deu com a observacdo do R? do

modelo.
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3.4 Extracdo dos Compostos Fendlicos

A presente secao procura descrever 0 passo-a-passo seguido na extracao
sélido-liquido realizada para a obtencdo da melhor condicdo para extracdo de
compostos fendlicos totais e as condi¢cdes impostas nos experimentos.

A temperatura e a concentracdo de etanol do solvente empregado nas extracdes
estdo apresentadas na Tabela 2 e seguiram a determinacdo do planejamento

experimental descrito anteriormente.

Tabela 2: Variaveis independentes planejadas para os experimentos

Ensaio T (cod) %EtOH (cod) T (°C) %EtOH

1 -1 -1 34 12
2 1 -1 76 12
3 -1 1 34 69
4 1 1 76 69
5 -1,41 0 25 40
6 1,41 0 85 40
7 0 -1,41 55 0

8 0 1,41 55 80
9 0 0 55 40
10 0 0 55 40
11 0 0 55 40
12 0 0 55 40
13 0 0 55 40

O aparato experimental foi composto por um banho de aquecimento Polystat, um
banho de resfriamento Lauda Alpha RA12, um agitador magnético Fisatom 753A, um
condensador e uma célula de vidro encamisada onde ocorreu a extracéo. A disposi¢ao
dos equipamentos estd mostrada na Figura 2.

Antes de iniciar a extracdo, os banhos de aquecimento e de resfriamento foram
ligados e esperou-se o0 tempo necessario para que as temperaturas definidas fossem

alcancadas. A temperatura do banho de aquecimento seguia o0 planejamento
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experimental, exposto na Tabela 2, e esse banho estava conectado a célula de vidro
encamisada. A temperatura do banho de resfriamento foi ajustada para 10°C em todos
0s experimentos e o banho foi conectado ao condensador. O condensador foi
acoplado na parte superior da célula de extracdo para evitar a perda de amostra por
evaporacao do solvente durante o experimento.

As extracbes ocorreram sempre em um volume de 50 mL de solvente. As
concentracfes de etanol no solvente utilizado nos experimentos estdo expostas na
Tabela 2. Antes de iniciar o experimento, o solvente foi colocado na célula de extracéo
com o aparato experimental ja montado e os banhos com as temperaturas corretas.
Fixou-se o tempo de espera de 2 minutos do solvente em contato com o banho antes
de receber a parcela de noz-pecd para que o solvente alcancasse a mesma
temperatura do banho quente, a temperatura de operacao.

Aproximadamente 1 g de torta de noz-peca foi pesado na balanca analitica e as
variacbes em torno do peso foram anotadas para posterior correcdo nos resultados.
A amostra pesada foi inserida na célula de extracao e o agitador magnético foi ligado,
iniciando-se o tempo de extracdo de 20 minutos. Passado o tempo planejado, o meio
reacional foi coletado em um tubo falcon e filtrado & vacuo em papel filtro para remover
os sOlidos suspensos remanescentes. O extrato obtido na filtra¢éo foi coletado em um
baldo volumétrico de 50 mL e seu volume foi acertado completando o baldo com
solvente de mesma composicéo do utilizado na extracdo. O extrato final com volume
ajustado foi despejado em outro tubo falcon, vedado com filme parafinico e

armazenado sob refrigeracao até o momento das andlises.
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Figura 2: Representacdo do aparato experimental da extracéo solido-liquido

3.5 Analise de Fendlicos e Proteinas

AplOs a obtencdo dos extratos ricos em compostos fendlicos, realizou-se
procedimentos para determinacdo da quantidade exata de compostos fendlicos
presentes nos extratos obtidos nas diversas condi¢cdes do experimento.

Primeiramente realizou-se a determinacdo dos compostos fendlicos totais nas
amostras. Para isso, foi utilizado o método de Foulin-Ciocaulteu que tem como
principio de atuacdo a reacdo de oxidacdo do reagente de Foulin-Ciocalteu com o0s
compostos fendlicos presentes na amostra em ambiente alcalino. O reagente de Folin-
Ciocalteu € constituido por uma mistura de complexos metalicos dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstinico.

O procedimento de preparo das amostras para posterior andlise inicia-se diluindo
0 extrato rico em fendlicos em &gua destilada na proporcdo 1:10. A diluicdo de 1:10
foi escolhida e se mostrou eficiente uma vez que o0s resultados lidos no
espectrofotdbmetro que serdo mostrados no decorrer deste trabalho ficaram dentro da
faixa de calibragéo aceitavel. Uma vez diluido, misturou-se 200 pL da amostra em 850
uL de agua destilada, adicionou-se ainda 100 pL do reagente de Folin-Ciocaulteu
agitando em vortex, e, em um periodo subsequente de 30 segundos a 8 minutos,
adicionou-se 850 L de solucéo de carbonato de calcio 7%, agitando novamente em

vortex. A solucdo foi deixada em repouso por uma hora protegida da luz e em
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temperatura ambiente para posterior leitura de absorbancia em espectrofotdmetro UV-
vis no comprimento de onda 765 nm. Para o preparo do branco necessario para as
analises no espectrofotébmetro foi utilizado o solvente empregado nas extracdes de
cada amostra analisada.

Ap6s leitura dos resultados no espectrofotdmetro de UV-vis, o teor de compostos
fendlicos € obtido com o auxilio de uma curva de calibragcdo construida com solugéo
de acido galico com concentracdo conhecida, ajustando uma reta relacionando a
absorbancia lida no espectrofotbmetro e a concentracdo de fendlicos no extrato em

mg/L.

0,9 -
0.8 -
0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

D T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Absorbancia

Concentragao (mg/L)

Figura 3: Curva de calibracéo para leitura de compostos fendlicos através do método
de Folin-Ciocaulteu

A equacéo de reta obtida, com R? = 0,996, através da regresséo linear da curva
de calibracdo para a obtencao dos resultados de teor de compostos fendlicos totais €

apresentada na Equacéo 5.

y = 0,0094x + 0,0379 (5)

Na sequéncia, também foi realizada a determinacdo da quantidade total de
proteinas presente no extrato utilizando o método de Bradford. Faz-se necessario esta
segunda andlise pois o método de Folin-Ciocaulteu é sensivel também a outras
espécies redutoras presentes na solucdo. Portanto, o teor de proteinas total foi
determinado com o objetivo de desconsiderar a interferéncia das mesmas na analise

de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocaulteu.
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O método de Bradford consiste na interagdo entre seu reagente principal, o
corante Coomassie brilliant blue BG-250, com macromoléculas de proteinas
presentes no meio que contém aminoacidos de cadeias laterais ou aromaticas. O
produto resultante no meio reacional absorve a luz em 595 nm, possibilitando a
quantificacdo dos compostos por meio do espectrofotdbmetro UV-vis.

O reagente de Bradford é obtido dissolvendo 100 mg do corante azul brilhante
BG-250 em 25 mL de etanol 95%, adicionando posteriormente, em sequéncia, 700
mL de agua destilada e 100 mL de acido fosforico 85%, por fim, completando o volume
total de 1L em baldo volumétrico com agua destilada. O reagente de Bradford pode
ser armazenado sob refrigeracdo por até um més e foi, portanto, utilizado durante todo
o periodo dos experimentos.

As amostras para definicdo de proteinas foram feitas misturando 0,1 mL do
extrato com 5 mL do reagente de Bradford, agitando em vortex logo em seguida e
deixando em repouso por 10 minutos antes de realizar a leitura de absorbancia no
espectrofotometro UV-vis no comprimento de onda de 595 nm. Também foram
preparadas duas amostras de branco, para uso no espectrofotdmetro, misturando 0,1
mL do solvente utilizado para a extracdo da amostra em questdo com 5 mL do
reagente de Bradford.

Para obter o teor total de proteinas presentes na amostra foi usada uma curva
de calibracdo. A curva de calibracdo para a obtencdo de proteinas também foi
construida com amostras de concentracdo conhecidas e variadas ajustando a reta
que relaciona a absorbancia obtida no espectrofotbmetro com o teor de proteinas

presentes na amostra em mg/L.
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Figura 4: Curva de calibrac&o para leitura de proteinas através do método de
Bradford

A equacéo de reta obtida, (R? = 0,9905) através da regressao linear da curva de
calibracdo para a obtencéo dos resultados de teor de proteinas totais presentes nos

extratos esta representada na Equacéao 6.

y = 0,0005x + 0,0304 (6)
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4 Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados dos experimentos indicados na
metodologia a fim de otimizar os parametros para a extracdo de compostos fendlicos

da torta de noz-peca.

4.1 Teste de Estabilidade

O teste preliminar realizado para avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos
nos extratos armazenados sob refrigeracao foi realizado como mencionado na se¢ao
3.2 da metodologia.

As andlises realizadas logo apés a extracdo encontraram o teor de compostos
fendlicos no extrato de 22 + 4 mg EAG/g de torta de noz-peca. Os resultados das

demais analises estéo dispostas na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados dos experimentos de analise de estabilidade dos compostos

fendlicos
Dia Concentracdo  Erro (%)
(mg EAG/g)
1 22 +4 20
2 22+3 14
3 24+ 3 11
4 25+3 12
5 24+1 6

4.2 Resultados da Extragcao

Os experimentos realizados para obtencdo do ponto 6timo de extragdo de
compostos fendlicos da torta de noz-peca seguiram a metodologia descrita na secéo
3.4 e os resultados completos estao explicitados na Tabela 4 juntamente com o desvio

padrdo de cada analise.
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Tabela 4: Resultados de teor de fendlicos totais e proteinas nos experimentos

realizados
Ensaio T (°C) %EtOH Fenolicos Proteinas
(mg EAG/g) (mg BSA/g)

1 34 12 13,9+0,4 4,1 +0,8
2 76 12 18,7 +0,8 6,6 +0,3
S 34 69 27,5+0,3 16,8+0,1
4 76 69 21,8+1,0 11,8+0,3
5 25 40 26,7+0,8 199+21
6 85 40 30,2+0,5 16,344
7 55 0 9,4 +0,8 0,7 £0,3
8 55 80 20,5+0,0 9,3+0,9
9 55 40 29,8+0,4 13914
10 55 40 27,2+0,2 17,4 +0,5
11 55 40 26,0 +0,4 18,7 £1,7
12 55 40 25,4 +17 16,218
13 55 40 2655+1,1 149+18

Percebe-se que a faixa de resultados do teor de fendlicos totais por grama de
torta de noz-peca ficou entre 9,4 e 30,2 mg/g, enquanto que o teor de proteinas variou
entre 0,7 a 19,9 mg/g. O erro experimental foi avaliado com base na variacdo dos
resultados dos pontos centrais (ensaios de 9 a 13, realizados nas mesmas condi¢des)
e foi de 6,4% nos fendlicos e 11,6% nas proteinas. A variacdo nos teores de proteinas

e fendlicos obtidos confirma a importancia das variaveis independentes escolhidas.

4.3 Analise dos Compostos Fendlicos

Com os dados apresentados na Tabela 4 € possivel dar sequéncia as analises
estatisticas. Primeiramente, considerando a variavel de resposta y1, teor de fenélicos
totais na torta de noz-peca.

A primeira analise a ser feita utiliza o valor do coeficiente p que indica se a
influéncia da variavel independente é significante sobre a variavel de resposta em

estudo. Adotando o intervalo de confianca de 95%, consideramos, portanto, que as
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variaveis independentes que possuem valores de coeficiente p menores que 0,05 tem
efeito significativo no modelo obtido, variaveis independentes com valores p maiores
gue 0,05 devem ser retirados da analise, simplificando o0 modelo, pois ndo possuem
efeitos significativos.

Os coeficientes p, assim como 0s parametros encontrados para o modelo, estéo

dispostos na Tabela 5.

Tabela 5: Coeficientes dos parametros para o modelo extracdo de fendlicos e suas
significancias

Parametro Efeito Coeficiente P
Bo Independente 27,0 0,0000
B1 T (linear) 1,0 0,4136
B2 %Et (linear) 8,1 0,0002
B3 T (quadratico) 0,9 0,5062
B4 %Et (quadratico) -12,7 0,0000
Bs Interacao T e %Et -5,3 0,01520

Pode ser observado que apenas os efeitos lineares e quadraticos do solvente e
o efeito da interacdo solvente/temperatura sao significativos para o modelo. Com o
resultado, as variaveis linear e quadratica da temperatura foram desconsideradas para
gerar novo modelo apenas com as variaveis significativas. Os resultados do modelo

simplificado estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Coeficientes do modelo simplificado para extracédo de fendlicos

Parametro Efeito Coeficiente P
Bo Independente 27,3 0,000000
B %Et (linear) 8,1 0,000047
Ba %Et (quadratico) -12,8 0,000002

Bs Interacao T e %Et -5,3 0,008708
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Portanto, a equacao final que representa o teor de fendlicos total na torta de noz-
pecd esta representada na Equacéo 7.

y1 = 27,3 +8,1x, — 12,8x% — 5,3x,x, (7)

A equacgdo 7, que possui R? = 0,937, representando o teor de compostos
fendlicos totais extraidos em 1 g de torta de noz-pecé, representado por y;, onde x; é
a variavel codificada da temperatura e x, € a variavel codificada da concentracéao de
etanol no solvente. Com base no modelo obtido, é possivel desenhar a superficie de
resposta do modelo, representada na Figura 5. O erro médio do modelo, que é
calculado segundo equacdo 4, comparando os resultados experimentais com 0s

resultados preditos pelo modelo obtido, foi de 4%.

80

69

54

Etanol (%)
N
o

26

12 I

2 M > 2>
Il <24
<19

E > . Lo Sl <14
25 34 44 55 66 76 85 E <9

Temperatura (°C) <4

Figura 5: Superficie de resposta da extracao de fendlicos totais em relagdo ao
solvente e temperatura

Através da superficie de resposta encontrada, pode-se perceber, assim como
indica o estudo dos termos significativos, que existe uma faixa de % de etanol no
solvente onde a extragdo dos compostos fendlicos € mais efetiva. Esta faixa de maior
extragcao, considerando apenas o efeito do solvente, se situa entre 40 e 50% de Etanol

na mistura. Por outro lado, os efeitos da temperatura ndo séo tao visiveis. Como
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mostrado na Tabela 6, o efeito da temperatura isolado ndo € significativo para o
modelo, entretanto, podemos perceber que seu efeito € significativo quando ligado ao
efeito do solvente, uma vez que para um mesmo valor de % de etanol, o teor de

compostos fendlicos extraidos aumenta conforme a temperatura aumenta.

4.4 Analise de Proteinas

Da mesma forma que realizado com os resultados dos compostos fendlicos, os
resultados da extracdo de proteinas foram tratados com a finalidade de obter uma
superficie de resposta e um modelo matematico que represente a influéncia das
variaveis independentes. Os parametros encontrados na analise preliminar estdo

expostos na Tabela 7.

Tabela 7: Coeficientes dos parametros para o modelo de extracdo de proteinas e
suas significancias

Parametro Efeito Coeficiente P
Bo Independente 16,2 0,0000
B1 T (linear) -1,9 0,2010
B2 %Et (linear) 7,5 0,0008
B3 T (quadrético) 1,0 0,4983
B4 %Et (quadratico) -12,1 0,0001
Bs Interacdo T e %Et -3,7 0,0891

Observando que também se encontram valores nao significativos, onde o valor
de p é maior que 0,05, uma nova andlise resumida é necessaria a fim de obter um
modelo simplificado e sucinto.

A nova analise final esta representada na Tabela 8 que apresenta apenas os
parametros significativos para o modelo de extracdo de proteinas. Observa-se que,
além dos parametros linear e quadratico para o solvente e o independente que
apresentam numero p muito menor que 0,05, o parametro que representa o efeito
entre a interacdo entre a temperatura e o solvente apresenta o0 numero p muito

proximo a 0,05. A analise do R2 do modelo, igual a 0,856, relativamente baixo, e a
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proximidade do numero p do limite proposto foram determinantes para incluir também

este parametro no modelo.

Tabela 8: Coeficientes do modelo simplificado de extracdo de proteinas

Parametro Efeito Coeficiente P
Bo Independente 16,6 0,000000
B %Et (linear) 7.5 0,000689
B %Et (quadratico) -12,3 0,000023
Bs Interacdo T e %Et -3,7 0,085072

Portanto, com os resultados mostrados, encontra-se o modelo que representa a
extracdo de proteinas com base na variacdo das variaveis independentes. O modelo

esta apresentado na Equacéao 8, que apresenta R2 = 0,856.

y, = 16,6 + 7,5x, — 12,3x% — 3,7x,x; (8)

Finalmente, com a equacao obtida, a superficie de resposta que a representa
pode ser construida e esta apresentada através da Figura 6. Analisando a superficie
de resposta gerada conclui-se que ela muito se assemelha com a superficie de
resposta dos fendlicos, apresentando as mesmas variacdes que a superficie dos
fendlicos apresentou, isto €, faixa 6tima de etanol no solvente entre 45% e 55% e

contribuicdo positiva da temperatura no termo conjunto com o solvente.
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Etanol (%)
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Temperatura (°C) M <4

Figura 6: Superficie de resposta da extracdo de proteinas em relacdo ao solvente e
a temperatura

4.5 Ponto Otimo de Extracao

Com todos os resultados das analises ja mostrados precisamos encontrar o
ponto 6timo da extracdo de fendlicos da noz-pecd. Comparando as analises
realizadas do teor de fendlicos totais e do teor de proteinas apresentadas na Figura 5
e na Figura 6, observamos que a faixa de condi¢des onde séo extraidos o maior teor
de fendlico € muito similar a faixa de condi¢cdes onde sédo extraidos o maior teor de
proteinas. Este € um resultado ruim para as pretensées do trabalho pois ndo evidencia
um ponto onde possivelmente poderia haver maior extracao de fendlicos sem haver
extracao de proteinas. Portanto, o estudo da otimiza¢ao seguiu para encontrar o ponto
Otimo onde h& a maior extracdo de compostos fendlicos, mesmo que haja também a
extracao de proteinas.

Desta forma, considerando que ndo ha distingcdo entre a extracéo de fenolicos e
proteinas, para obter o melhor ponto de operacéo é realizado a derivada em relagcéao
a variavel independente x2, concentragcdo do etanol no solvente, do modelo obtido

para o teor de fendlicos totais, equacéo 7.
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A derivada obtida para indicacéo do ponto 6timo esta apresentada na Equacao

y; = 8,1 —25,6x, —5,3x; (9)

Através da Equacédo 9, percebe-se que o ponto 6timo € uma funcao do solvente
e também da temperatura. Igualando a derivada a zero, encontramos a equac¢éo do
ponto 6timo de composi¢cédo de solvente em funcdo da temperatura, apresentado na
Equacéo 10:

x, = 0,3164 — 0,207x, (10)

A Tabela 9 apresenta a substituicdo dos valores codificados de temperatura
utilizados na extracdo na Equacdo 10 e o teor de solvente encontrado nestas

condicoes.

Tabela 9: Valores 6timos para a extracdo de compostos fendlicos

T codificado %Et codificado %Et real Teor de fendlicos
(x1) (x2) (y1) [mg/g]
-1,41 0,61 57 34,96

-1 0,52 55 33,33
0 0,32 49 28,58
1 0,11 43 22,73
1,41 0,02 41 20,01

Conclui-se pela Tabela 9 que a maior extracdo de compostos fendlicos ocorre a

baixas temperaturas e consideravel parcela de etanol no solvente, em torno de 60%.
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5 Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo encontrar a condicdo 6tima da extracao
sélido-liquido de compostos fendlicos utilizando a temperatura e a composicdo do
solvente etanol/agua como varidveis independentes. O ponto 6timo foi obtido através
da construcdo de superficies de resposta do teor de fendlicos e proteinas obtidos na
extracdo oriundas do planejamento experimental delineamento composto central
rotacional 22 (DCCR).

Os teores de fendlicos variaram entre 9,4 e 30,2 mg EAG/g de torta e o erro
experimental medido no ponto central foi de 9,4% Os teores de proteinas variaram
entre 0,7 e 19,9 mg DAG/g de torta e o erro experimental medido no ponto central foi
de 11,6%

Com os modelos e as superficies de resposta obtidos concluiu-se que a maior
extracdo dos compostos fendlicos e das proteinas se d4 na mesma na mesma faixa
de composicado de solvente (entre 40 e 60%) e a temperatura favorece a extracao
guando o solvente € pobre em etanol, mas prejudica a extracdo quando a faixa de

etanol no solvente é consideravel.

O ponto 6timo obtido para a extracao de compostos fendlicos da torta de noz-peca
€ uma funcdo da temperatura. Maiores teores de fendlicos foram encontrados em
temperaturas menores quando a concentracdo de etanol no solvente é consideravel,
sendo, portanto, o ponto 6timo encontrado de 57% de etanol no solvente quando a
extracao ocorre em 25 °C.
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